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Resumo
Uma das alternativas promissoras para a agricultura consiste 
na utilização de rochas naturais, que possuem baixas taxas de 
solubilização, mas que em associação com microrganismos 
do solo, denominados solubilizadores de fósforo (MSP), são 
capazes de suprir, mesmo que parcialmente, a demanda 
de fósforo (P) pelas plantas. Dentre os estudos de MSP em 
plantas, poucos se referem a métodos eficientes de aplicação 
em sementes ou estudos de veiculação/formulação para 
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inoculantes. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi testar 
a metodologia mais adequada para a aplicação de bactérias 
solubilizadoras de P com base na avaliação do crescimento e 
nutrição de plantas de milheto. O delineamento experimental 
utilizado foi inteiramente casualizado, com quatro repetições. 
Os tratamentos constituíram-se de um fatorial 2 x 2 x 6 + 2, 
sendo os fatores: duas rochas fosfatadas -Fosfato de Itafós (FI) 
e Fosfato de Araxá (FA), dois veículos de inoculação - carvão 
e carboximetil celulose (CMC), seis tratamentos relacionados 
ao tipo de inoculação: um sem bactéria (B0) e com as cinco 
bactérias solubilizadores de P do gênero Bacillus: B32, B70, 
B116, B119, B30K. Outros dois tratamentos adicionais foram 
utilizados como controle, testemunha sem P e adubação 
com fonte solúvel, superfosfato triplo. O método utilizado de 
formulação de MSP com carvão ou CMC resultou em aumentos 
significativos da biomassa de milheto e do conteúdo de 
fósforo na parte aérea em função do tipo de rocha fosfatada 
e inoculante. Para os inoculantes B116 e B119, o efeito no 
crescimento e conteúdo de fósforo foi mais pronunciado nos 
tratamentos formulados com carvão e com adubação de FI. 
Os resultados aqui encontrados podem contribuir para o uso 
de metodologias eficientes na aplicação de microrganismos 
solubilizadores de P em sementes e para a seleção de bactérias 
eficientes na solubilização do P para as plantas.
Palavras-chave: Fósforo, Inoculante, biofertilizantes, veículos de 
inoculação, MSP (microrganismos solubilizadores de fósforo) 
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One of the promising alternatives for agriculture is the use 
of natural stone, which have low rates of solubility but which 
in combination with soil microorganisms, known solubilizers 
phosphorus (MSP ) are able to supply, even partially, the 
demand for phosphorus (P ) by plants. Among the studies 
of MSP in plants, few refer to efficient application methods 
on seed placement or studies / formulation for inoculants. 
In this sense, the objective of this study was to test the most 
appropriate methodology for the application of P solubilizing 
bacteria based on the assessment of growth and plant nutrition 
of millet. The experimental design was completely randomized, 
with four replications. The treatments consisted of a 2 x 2 + 
6 x 2 factorial , with the factors : two phosphate - phosphate 
rocks Itafós ( FI ) and phosphate Araxá ( FA ) , two vehicles 
inoculation - coal and carboxymethyl cellulose ( CMC ) and 
six related to the type of inoculation treatments : one without 
bacteria ( B0 ) and the five P -solubilizing bacteria of the genus 
Bacillus : B32 , B70 , B116 , B119 , B30K . Other two additional 
treatments were used as controls, control without fertilization 
with P and water soluble, triple superphosphate. The method 
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used in the formulation of MSP with coal or CMC resulted 
in significant increases in biomass of millet and phosphorus 
content in shoots depending on the type of phosphate rock 
and inoculant. For B116 and B119 inoculants, the effect on 
growth and phosphorus content was more pronounced in 
treatments formulated with coal and fertilizer FI. The results 
here can contribute to the efficient use in the application of 
methodologies P -solubilizing microorganisms in seeds and for 
the selection of bacteria effective in solubilizing the P plant .
Key words : P - solubilizing microorganisms , phosphorus , 
biofertilizers , vehicle inoculation
Introdução
Para atender à demanda atual e obtenção de níveis elevados 
de produtividade em culturas de grãos, especialmente milho, 
necessita-se de um manejo adequado das práticas culturais 
e, dentre estas, merece destaque o manejo da adubação, 
com ênfase no fósforo (P). Isso porque, no caso do Brasil, 
para suprir a demanda nacional desse nutriente, o país 
importa cerca de 50% dos fertilizantes fosfatados utilizados 
atualmente, o que torna o agronegócio brasileiro com alta 
dependência do mercado externo, comprometendo a sua 
sustentabilidade e competitividade em termos globais. Além 
disso, os aumentos de preços dos fertilizantes fosfatados, a 
existência de grandes jazidas de fosfatos naturais em diversas 
regiões do País, a incorporação de novas áreas à agricultura 
e a baixa disponibilidade de P dos solos brasileiros, em 
geral, tem feito com que a utilização desses fosfatos seja um 
atrativo (NOVAIS et al., 2007). Por outro lado, a maioria dos 
fertilizantes fosfatados, como os superfosfatos ou fosfatos 
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de amônio, é obtida quimicamente a partir de rocha de 
fosfato extraída em minas, que envolve gastos significativos 
de energia provenientes de fontes não renováveis para seu 
processamento, seu transporte e sua distribuição. Por isso, no 
mundo, ênfase tem sido dada a estratégias alternativas para 
adubação fosfatada do solo (KHAN et al., 2010). 
Uma das alternativas promissoras consiste na utilização de 
rochas naturais, que possuem baixas taxas de solubilização 
(STOCKDALE et al., 2002), mas que em associação com 
microrganismos do solo como inoculantes, denominados 
solubilizadores de fósforo (MSP), são capazes de suprir, mesmo 
que parcialmente, a demanda de fósforo pelas plantas. Estudos 
recentes em condições de campo têm demonstrado que, por 
exemplo, em arroz, o uso destes inoculantes poderia reduzir em 
até 50% o uso de adubos fosfatados (RAJAPAKSHA et al., 2011; 
HINSINGER, 2001).
Outra vantagem do uso destes microrganismos como 
bioinoculantes, além da solubilização da rocha, é a capacidade 
de também disponibilizar o fósforo complexado a Ca, Fe e Al 
no solo, principalmente pela liberação de ácidos orgânicos 
(WHITELAW, 2000; GOLDSTEIN et al., 2003; OLIVEIRA et al., 
2009), além de mineralizar o fósforo orgânico do solo e resíduos 
orgânicos liberando enzimas fosfatases (RICHARDSON et al., 
2009; OGBO, 2010; VASSILEVA et al., 2010; JORGUERA et al., 
2011; MANDER et al., 2012) e fitases (GREINER, 2006). 
As características mais importantes do emprego de 
microrganismos imobilizados na solubilização de fosfatos 
insolúveis e do solo estão relacionadas com a sua longevidade 
e estabilidade catalítica. Com relação aos microrganismos, 
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estes podem funcionar bem em condições de laboratório, 
mas a dificuldade está em se ajustar uma formulação para 
o inoculante de modo que o produto seja capaz de manter 
a população do microrganismo e proporcionar resultados 
equivalentes em condições de campo (STEPHENS; RASK, 
2000; SILVA et al., 2012). Neste sentido, o veículo utilizado 
para inocular uma estirpe deve proteger as células bacterianas 
proporcionando a manutenção de grande quantidade de células 
viáveis no solo e na semente até o período em que surgem as 
raízes (DEAKER et al., 2004).
No Brasil, maior mercado nesta área, a produção de inoculantes 
iniciou-se na década de 1950 (FREIRE, 1968), sendo a turfa o 
veículo mais utilizado pela indústria até o presente. Contudo, 
este recurso natural está cada vez mais escasso, sendo que 
no país, por exemplo, há poucas turfeiras de qualidade 
adequadas para a produção de inoculantes, havendo, 
portanto, a necessidade de importação deste substrato, o que 
acarreta elevação do custo de produção (BUCHER; REIS, 2008; 
FERNANDES JÚNIOR et al., 2009). 
Com o intuito de reduzir o custo do inoculante e de produzir 
inoculantes com maior qualidade, diversos estudos têm sido 
conduzidos no sentido de desenvolver veículos alternativos à 
turfa (FERNANDES JÚNIOR et al., 2009). Veículos inoculantes de 
baixo custo e com potencial para aplicação na agricultura têm 
sido alvo de intensas pesquisas como, por exemplo, bagaço 
de cana, serragem, turfa derivada de cacau, casca de arroz, 
farelo de trigo, carvão vegetal, fosfato de rocha, pó de carvão, 
lignita, entre outros (PANDEY; MAHESHWARI, 2007). Polímeros 
biodegradáveis, como a carboximetilcelulose (CMC) e o amido, 
têm sido utilizados como veículos inoculantes para rizóbio e 
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têm sido apontados como veículos ecologicamente seguros, 
pois promovem o encapsulamento das células, liberando-as 
após a degradação do material no ambiente, e protegem as 
células contra estresses ambientais, podendo, assim, favorecer 
a multiplicação e sobrevivência das células, quando aplicados 
ao solo (FERNANDES JÚNIOR, 2006; RHOR, 2007; SILVA et al., 
2012). No caso de outros inoculantes já existentes no mercado, 
como os de rizóbio e Azospirillum, estas metodologias já 
estão bem estabelecidas. Entretanto, para o uso de MSP 
como inoculantes, poucos estudos relatam métodos eficientes 
de aplicação das células em sementes com veículos de 
diferentes materiais e/ou formulações. Como proposto por 
Stephens e Rask (2000), para que se possa formular e produzir 
comercialmente os inoculantes, é necessária a integração dos 
parâmetros físicos, químicos e biológicos, permitindo assim 
elevadas populações do microrganismo-alvo e maior tempo de 
sobrevivência. Os mesmos autores relatam que formulações 
inadequadas são frequentemente as barreiras mais comuns 
para a comercialização dos inoculantes.
No entanto, considerando a hipótese de biossolubilização 
de fosfatos de rocha por microrganismos como interação 
benéfica no desenvolvimento das culturas de grãos e futuro 
desenvolvimento de formulações comerciais, objetivou-se 
com esse trabalho avaliar o efeito de bactérias solubilizadoras 
de fósforo, em formulação com carvão ativado e CMC, sobre 
o crescimento e a nutrição do milheto. O intuito é extrair 
deste estudo uma metodologia adequada para aplicação de 
microrganismos solubilizadores de fosfato em sementes, que 
também possibilitará o “screening” futuro de estirpes eficientes 
em testes de casa de vegetação e campo para recomendação 
como inoculantes.
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Material e Métodos
O experimento foi conduzido em casa de vegetação da Embrapa 
Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, MG (19º28’S e 44º15’W). Foram 
utilizados vasos de 5 kg de capacidade, preenchidos com 4 kg 
de solo, Latossolo Vermelho distrófico típico, com as seguintes 
características químicas e físicas, antes da aplicação dos 
insumos: pH H2O = 5,2; Al = 0,4 cmolc dm
-3; Ca = 2,5 cmolc dm-3; 
Mg = 0,2 cmolc dm-3; SB (soma de bases) = 11,8 cmolc dm
-3; P = 
2,2 mg dm-3; K = 30,3 mg dm-3; V (saturação de bases) = 23,2 % e 
teor de argila = 74,0 dag kg-1. 
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente 
casualizado, com quatro repetições. Os tratamentos 
constituíram-se de um fatorial 2 x 2 x 6 + 2, sendo os fatores 
estudados as duas rochas fosfatadas: fosfato de Itafós (FI) 
e fosfato de Araxá (FA); dois veículos de inoculação: carvão 
ativado moído e Carboximetilcelulose (CMC em gel); seis 
tratamentos relacionados ao tipo de inoculação: um sem 
bactéria (B0) e com as cinco bactérias solubilizadores de P 
do gênero Bacillus: B32, B70, B116, B119, B30K. Outros dois 
tratamentos adicionais foram utilizados como controle: 
testemunha sem P e adubação com fonte solúvel, superfosfato 
triplo (ST). 
Produção dos inoculantes
Os microrganismos utilizados neste trabalho fazem parte da 
Coleção de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Milho 
e Sorgo e foram isolados a partir de áreas de cultivo de milho, 
com baixa disponibilidade de fósforo e cultivo orgânico. Estas 
estirpes foram testadas previamente quanto à eficiência de 
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solubilização de P em meio líquido contendo fósforo orgânico 
e inorgânico, por Oliveira et al. (2009) e por Silva  (2010), tendo 
apresentado eficiência na liberação de P. 
Para a preparação dos inoculantes (Figura 1), os 
microrganismos preservados em ágar-batata sólido, imersos 
em óleo mineral estéril, foram reativados em placas de Petri 
contendo meio de cultura BDA: batata (200 g L-1), dextrose 
(20 g L-1) e ágar (15 g L-1), utilizando-se o método de estrias 
para obtenção de colônia pura dos isolados. Posteriormente, 
cada estirpe foi transferida para cultivo em caldo de soja 
tripcaseína, durante 72 h, à temperatura de 29 ºC, sob agitação 
de 350 RPM. Após uma semana de crescimento, os inóculos 
foram centrifugados por 10 minutos, a 6000g. As suspensões 
bacterianas, ressuspendidas em solução salina [0,85% (m/v) 
NaCl], foram ajustadas para a absorbância igual ou superior a 
1, em comprimento de onda igual a 550 nm. Posteriormente, 
as suspensões foram adicionadas ao veículo (carvão ativado 
vegetal moído ou CMC em gel), na proporção de 30% (m/v) 
do total de inoculante líquido (500 ml inoculante / ha). O 
inoculante (bactéria + veículo) foi peletizado às sementes de 
milheto com goma de fécula de mandioca 3% (m/v) em água. 
Depois de concluída a inoculação, foi realizado o plantio. O 
CMC foi preparado na concentração de 1,5% (m/v) em solução 
aquosa de glicerol 7,5% (v/v) (adaptado de RHOR, 2007), sendo 
geleificado a 70 oC em chapa aquecida sob agitação. Após a 
dissolução, o gel foi resfriado até 25 oC, o pH ajustado para 7,0 e 
autoclavado. Para uso, este foi aquecido em banho-maria a 30 
oC até fluidez.
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Adubação, Plantio e Coleta das Plantas
Trinta dias antes do plantio, foi realizada a correção da acidez 
do solo e adubação com solução nutritiva de Somasegaran 
e Hoben (1985), com base na análise química do solo, com 
exceção do fósforo. A necessidade de calagem foi calculada 
para se atingir V = 70%, com aplicação de reagentes p.a. de 
CaCO3 e MgO. Para a adubação fosfatada, utilizaram-se 300 
mg P.dm-3 de P2O5 de cada tipo de fosfato de rocha. Após 
incubação do solo com adubos e corretivos, foram semeadas 20 
sementes de milheto CMS 01 deixando-se 10 plantas/vaso após 
o desbaste, efetuado aos oito dias. Aos 20 dias após o plantio, 
os nutrientes foram reaplicados com solução nutritiva com a 
metade da dose inicial de plantio (SOMASEGARAN; HOBEN, 
1985).
A colheita foi realizada aos 45 dias após a semeadura, na fase 
de pré-florescimento. As plantas foram cortadas rente ao solo. 
Foi avaliada a produtividade de matéria seca da parte aérea das 
plantas de milheto, bem como a soma desses cultivos e o teor 
de fósforo da parte aérea.
Para determinação da massa seca dos tecidos vegetais, as 
amostras de tecido foram submetidas à secagem em estufa 
com circulação forçada de ar, em temperatura de 65 ºC, até 
atingirem massa constante. Após serem moídas em moinho 
tipo Willey, análises químicas da parte aérea das plantas de 
milheto foram realizadas para determinação dos teores de 
P (SILVA, 1999). Posteriormente, calculou-se o conteúdo de 
fósforo das plantas em cada tratamento por meio do produto 
da massa seca e teores de P. A disponibilidade de P no solo e os 
outros nutrientes foram determinados, segundo Silva (1999).
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Análise Estatística 
Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) 
e as médias foram comparadas utilizando-se o teste Scott-
Knott a 5% de probabilidade, por meio do programa SISVAR 
(FERREIRA, 2008).
Resultados e Discussão
Uma alternativa considerável ao uso de fertilizantes químicos 
para a adubação fosfatada tem sido a utilização de inoculantes 
de MSP, em conjunto com rochas fosfatadas e adubo solúvel. 
A fim de estabelecer condições ótimas para a formulação de 
inoculantes com microrganismos solubilizadores de fósforo, 
foram testados dois tipos de veículos de inoculação e dois 
tipos de fosfato de rocha para adubação fosfatada de milheto, 
utilizado como planta-teste, sendo cinco bactérias do gênero 
Bacillus, eficientes na solubilização in vitro de P, os inoculantes. 
O uso de inoculantes, já bem estabelecido para a correção 
de nitrogênio (HUNGRIA et al., 2007), tem se mostrado uma 
alternativa interessante para a adubação fosfatada em diversas 
culturas (RAJAPAKSHA et al., 2011; HINSINGER, 2001). Para 
a aplicação destes inoculantes, a turfa tem sido largamente 
utilizada. Uma vez que a turfa é um recurso natural escasso, 
de difícil manuseio e composição variável, alguns trabalhos 
sugerem a avaliação de outros veículos a serem utilizados para 
a formulação de inoculantes. Neste trabalho, foram comparados 
carvão ativado e CMC com a finalidade de avaliar o potencial 
desses veículos na formulação de inoculantes. 
A metodologia de inoculação utilizada (Figura 1), tanto para 
o CMC quanto para o carvão, foi eficiente para agregação do 
15Metodologia de Aplicação de Microrganismos Solubilizadores de Fósforo em 
Sementes Visando Melhor Aproveitamento deste Nutriente pelas Plantas
inoculante à semente. Segundo Vincent (1970), para a produção 
de um inoculante em larga escala é necessário observar três 
pontos: a seleção da estirpe, o crescimento em meio líquido 
e a impregnação no suporte/veículo adequado previamente 
selecionado e tratado. Um bom veículo deve apresentar: 
abundância, baixo custo, favorecer o desenvolvimento e 
a sobrevivência do microrganismo, durante distribuição e 
armazenamento do produto, servir como meio nutritivo e não 
apresentar inibidores ao crescimento. 
Aos 36 dias após germinação, diferenças visuais no crescimento 
das plantas foram observadas em função do tipo de veículo 
utilizado (CMC ou carvão ativado), bactéria inoculada e fosfato 
de rocha utilizado para o suprimento de P (Figuras 2 e 3). Na 
Figura 3, observamos o efeito da rocha no crescimento da parte 
aérea do milheto, quando adubado com fosfato de Araxá e 
Itafós e inoculado com a estirpe B32.
Ao final do experimento, aos 45 dias, as plantas foram 
coletadas, e estes efeitos observados aos 36 dias foram 
confirmados pela análise de variância da matéria seca e pelo 
conteúdo de fósforo da parte aérea (Tabelas 1 e 2). Em geral, 
o crescimento da massa seca de milheto variou em função do 
tipo de rocha e inoculante (Tabela 1). O efeito do tipo de veículo 
utilizado no processo de inoculação sobre o crescimento da 
planta de milheto dependeu do tipo de fosfato de rocha e da 
bactéria inoculada. Para os tratamentos adubados com FI, o 
veículo carvão ativado foi o que acarretou maior média da 
matéria seca de milheto (p<0,05), independentemente do tipo 
de inoculante.
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Diferenças estatísticas entre os tratamentos não inoculado 
e com inoculação ocorreram em função do tipo de veículo 
e da bactéria. No tratamento de milheto formulado com a 
bactéria B70, CMC e adubado com FA, a matéria seca foi maior 
tanto em relação ao tratamento não inoculado (24%) quanto 
também em relação ao tratamento que recebeu o carvão como 
veículo de inoculação (p<0,05). Os inoculantes B116 e B119, 
formulados com carvão, promoveram um aumento de 111% e 
76% da biomassa de milheto, respectivamente, com diferenças 
estatísticas em relação ao tratamento sem inoculação para o FI.
Os resultados encontrados para P total da parte aérea das 
plantas de milheto, aos 45 dias, foram semelhantes aos 
encontrados para a matéria seca (Tabela 2). O conteúdo de P, 
em geral, variou com o tipo de rocha e inoculante. O efeito do 
tipo de veículo ocorreu dentro da interação com a rocha e/ou 
com a bactéria (p<0,05). 
Os inoculantes B70 e B119 proporcionaram um aumento 
significativo do conteúdo interno da planta em relação ao 
controle não inoculado, ou seja, o efeito destas bactérias não 
foi somente o de incremento ao crescimento, mas também 
o de promover maior acúmulo de P nos tecidos da parte 
aérea de milheto. Este efeito também foi dependente do tipo 
de formulação e fosfato de rocha, ou seja, só ocorreu para o 
inoculante B70 formulado com CMC e adubação de FA e para 
B119 formulado com carvão e adubação com FI. Analisando 
diferentes formulações de CMC e amido para aplicação de 
bactérias diazotróficas endofíticas em cana-de-açúcar, da Silva 
et al. (2012) concluíram que, assim como em outros estudos 
anteriores, o melhor veículo para uma bactéria necessariamente 
não é o melhor para outra. No nosso caso, além do veículo 
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e tipo de bactéria utilizada como inoculante, o tipo de rocha 
parece influenciar no processo de promoção do crescimento e 
acúmulo de P na planta. 
Para garantir a produtividade de grãos de milho é consumido, 
em média, numa única colheita, o equivalente a 33% de todo 
o P disponível. Como é difícil alterar a velocidade do ciclo 
biogeoquímico, no sentido de aumentar significativamente 
a taxa de formação de solo, torna-se necessário repor o P 
retirado pela colheita dos grãos de outra forma. O método 
predominantemente adotado pela agricultura moderna consiste 
na adubação química. Entretanto, uma das maneiras de retornar 
nutrientes ao solo, dentro do conceito da sustentabilidade, 
é o uso de inoculantes à base de microrganismos. Assim, os 
resultados aqui encontrados podem contribuir para o uso 
de metodologias eficientes na aplicação de microrganismos 
solubilizadores de fósforo em sementes e para a seleção de 
bactérias eficientes na solubilização do P para as plantas.
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Figura 1. Metodologia de aplicação de 
microrganismos solubilizadores de fósforo (MSP) em 
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Figura 2. Crescimento de milheto em casa de 
vegetação aos 36 dias após germinação, adubado 
como FA, como fonte de P e inoculado com a 
bactéria solubilizadora de fosfato B32 (A) e B119 (B), 
com dois métodos de aplicação do microrganismo, 
em carvão ativado e CMC. 
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Figura 3. Crescimento de milheto em casa de vegetação aos 
36 dias após germinação, adubado com FA ou FI, como fonte 
de P e inoculado com a bactéria solubilizadora de fosfato B32, 
com dois métodos de aplicação do microrganismo, em carvão 
ativado e CMC.
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Conclusão
A metodologia de aplicação de microrganismos solubilizadores 
de fósforo com diferentes veículos na formulação do inoculante 
permitiu ganhos significativos de produtividade da matéria seca 
de milheto e acúmulo de fósforo da planta em função do tipo 
de rocha, veículo e bactéria com relação ao tratamento sem 
inoculantes.
O inoculante B70, formulado com CMC, e B119, formulado com 
carvão ativado, foram mais eficientes no aumento da massa 
seca de milheto e acúmulo de fósforo na parte aérea.
O método de formulação com carvão ativado, em tratamentos 
adubados com FI, em geral, teve maior efeito no aumento da 
massa seca de milheto em relação ao CMC. 
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